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- prestations spectrométrie de masse
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Analyses protéomique « bottom up » (analyse de peptides par spectrométrie de masse aprés clivage enzymatique)
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Excision des spots ou bandes d'intérét
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Digestion trypsique « In gel »
- mélange de peptides
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Stratégies expérimentales

Préparation d’'échantillon

GellD Gel2D / GellD
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DigestiM« In solution»

Digestion trypsique
«In gel »
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Colonnes échangeuses d'ions :
Gradient ionique
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Colonnes Reverse phase :
Gradient d’hydrophobicité
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Colonnes Reverse phase
Gradient d’hydrophobicité

SINSIN IST 071 + 3S3H0OHJOH 103713
SINSIN IATVIN-O1 + 3S3H0OHdH 103713

Spectrométrie de masse :
Mesure de la masse des peptides mode MS
Fragmentation des peptides mode MSMS

Identification des protéines
interrogation des banques de données protéiques : digestion théorique de toutes les protéines présentes dans la banque.

Masses expérimentales des peptides / Masses théoriques prédites
Masses expérimentales des fragments des peptides / Masses théoriques des fragments des peptides PFF : peptide fragment fingerprinting
->Si Match : identification

PMF : peptide mass fingerprinting




Outils de spectrométrie de masse présents sur le campus de I’'Esplanade

Service de spectrométrie
de masse, chimie

"
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AutuflexITOF/TOFMicmT:F Micr'ﬂ|' FQ sl QTOF II E '\Pﬂﬁgﬁ\?;
1 L j I' I PROTEINSCAPE
. 5 I T L PRIMS
I I Autoflex TOF/TOF STOCKAGE NAS
Digestion robot Spot picker QTOF Mi_l:ru 45T
ﬁ;‘ﬂ o i ll :
Plateforme protéomigue J
de Esplanade
Analyses protéomiques «Bottom-up »
Electrophorese + MALDI MSMS > Disponible sur la plateforme
Electrophorése + LC MALDI MSMS En développgm_ent : collaboration avec Ie_laboratoire
> de spectrométrie de masse LDSM2 (E.Leize)
Electrophorese + LC ESI MSMS - 5
P LDSM2 uniquement
MUDPIT : LCLC MSMS —_—> Non disponible

Analyses protéomiques « Top down » : mesure de masse de protéines intactes

- Plateforme Protéomique

Injection phase liquide electrospray MS
ESIQ TOF

de [Esplanade

2010



Electrophorese

Plateforme Protéomique
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Outils d’électrophoreéese présents sur le campus de I'Esplanade

systemes IEF

IBMP

2010

Systemes
SDS PAGE
Gel1D, Gel2b 17cm2
GellD, Gel2D 17cm2 Gel2D 7em2
Gel2D 24 x 20cm
Scanner ’ _
Gels coomassie .
Silver staining
DIGE imager
Marquage DIGE, cy2, cy3, cy5 L/ Typhoon DIGE
Sypro ruby, proQ diamond ~/
Logiciel
d’analyse
d’'image
Image master 6.
Image master 6.
Robot

sSpot cutter

Plateforme Protéomique
®  del|Esplanade
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— | Expertise électrophorese

Protéomique quantitative :
Analyses différentielles de I'expression protéique a partir de gels 2D,
2D « classique » : bleu colloidal.

(I PDQuest - 7.3.1
File Edit View Image Spots Match Analyze Identify Report Wwindow Help

¥ RO B A0 TEEESTRED || XNzmes:

[_[=1x]
I Show spot annotations inbrowser. -
@ matchg25coli (Matchset) i I S [B1x]

= ‘77557'@4
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VS -
5302
Mutant
matche2Scol (Master)

et Dottomia.s a1 15 vi (e 3.0 lsoge)
(l deIEeplamde cropl14 vl (Raw 2-D Image) cropll5 v1 (Raw 2-D Image)
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— Expertise électrophorése

Protéomique quantitative :
Analyses différentielles de I'expression protéique a partir de gels 2D
2D DIGE (differential in gel electrophoresis) : marquage des lysines avec Cy3, Cy5, Cy2

—> Co-électrophorese

Effect of a non coding RNA from Staphylococcus aureus on protein synthesis

Pyruvate carboxylase
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- Red spot: Proteins expressed only in the wild
type strain (RsaX15a+)

- Green spot: Proteins expressed only in the
mutant strain (RsaxX15a-)

- Yellow spot: Proteins unchanged in the wild type
and mutant strains

Data from
P.Fechter 9002




Expertise électrophorése Phosphoproteome cellules RAJI

Protéomique fonctionnelle :
Etude de PTM, en particulier les phosphoprotéines. wT
— Détection des phosphoprotéines

par colorant fluorescent (proQ diamond)

cuop proQ_gel2 v2 (Raw 2D Image, Locked, Modified) cxop p1oQ_gelt +2 (Raw 2-D Image, Locked, Modified)

Data from
J.Beyrath 9021 traité

phosphorylated
proteins that are upregulated

Etude de protéines isolées par gel 2D,1D,
immuno-détection, avec ou sans traitement phosphatase.

Spinach nuclei isolation :

Seaking of viral protein
P25 from BNYVV virus

Is it phosphorylated ?

Data from
A.Schirmer IBMP

Etudes de complexes protéiques
— Expériences d'immuno-affinité,
Gels bleu natif

Vers la spectrométrie de masse

Partners ? »
e Data from
¥ e S.Wadworth IBMP Target IP




Fonctionnement mutualisé des plateaux d’électrophorése
IBMC sous-sol

responsable :P.Hammann

Accessible sur réservation

Avantages :
Environnement dédié : limite les contaminations en kératine
Support technique des ingénieurs
Consommables protéomiques sur place (dans la limite des stocks)
Systémes préts a I'emploi
Banque de protocoles

Conditions d’utilisation :

Formation préalable

Réservation de I'appareillage et des consommables
Nettoyez apres utilisation

Facturation des prestations au prix coUtant.

Plateau identique a I''BMP 3eme étage

responsable :N.Baumberger




Formation électrophorese

CNRS : 2004-2005-2006-2007

Depuis 2007
En immersion : 3-5jours
Formations en immersion sur projet, 1a 2 participants max
- Travail sur vos échantillons
- extraction
- séparation
- analyse d'image

But : autonomie
Sans collaboration (aide ponctuelle des ingénieur

Devenir un expert...

Utilisateurs référencés

N.Page
J.Beyrath
A.Ayyaz
H.Harashima
M.Shchepetilnikov
JL.Evrard
M.Bureau
F.Lotfi
P.Fechter
M.Frechin
F.Ploetze
B.Rinaldi

9021
9021
9022
IBMP
IBMP
IBMP
IBMP
IBMP
9002
9002
GMGM
GMGM




Spectrométrie de masse

Plateforme Protéomique
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Analyses de spectrométrie de masse

Analyses MALDI TOF TOF

Analyses ESI Q TOF

Haut débit

Identification de spots protéiques 2D

ou bandes 1D par

Peptide Mass Fingerprinting

Bas débit

- Recherches de modifications post
traductionnelles
- Site de clivage

Mesure de masse entiére

et (ou) -Anr;lysehs dctla complex_es, ) Protéines
Peptide Fragment Fingerprinting freg’l SENE O FEIUEMEITEE =56 Gl entiéres
alble quantite. en conditions
dénaturantes
Valid% selonk\i:éres Mascot
s Cont,r_ole qualité d_e
protéines recombinantes
Stratégie de recouvrement optimal
de séquence : Digestion théorique
Enzyme appliquée au spectrg expréimental
Trypsine : serveur
Enzyme trypsine Phenyx
AspN _ _
Serveur protéomique : Proteinscape
GluC L , L
Automatisation de I'acquisition Prims
LysC Sauvegarde des données
ArgC LIMS mascot
; > NAS 4.5To
Résultats

Plateforme Protéomique
®  del|Esplanade
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Analyses haut débit, in gel digest : en pratique

1. Electrophorese

Dans votre laboratoire Servic_e de pro}é_omique
Travaillez si possible avec du matériel dédié Echantillons précieux : IP,
(plagues et boite de coloration)) Utilisez I_es gels p(r)ec_ou!es
Colorez avec des solutions compatible masse gel gradient 4-12% invitrogen
Bleu G250 > bleu R250 disponibles sur réservation
Silver mass compatible Epaisseur Imm
Sypro ruby
Epaisseur : entre 0.75 et 1Imm ’

M 1 2 3 4

e e g

2. Découpage _ Robot
Manuel AUtomat'q,ue ) s exquest
Découpez au plus prés de la bande (non facturé pour les partenaires) T Biorad
Conditi o 1.5 mm de diamétre -

onditionnement dans tube eppendorf (stock -20°C) N —

Condititionnement en microplaques 96

) ) Parameétres de « Tragabilité d’échantillons » :
Microplaque d’échantillon 96 -stockage de résultats

P

Plaque N°2010_6 =

-Par année de réalisation

-Par microplaque 96 : position dans la
plaque n° 2010_x

-Par fichier excel « analyses MALDI »

+
Remplir le formulaire excel d’analyse 2010

Keratine contamination

Plateforme Protéomique
®  del|Esplanade

- 1BMC



Formulaire d’analyse 2010

%ﬂ Eichier _E,dl!:lcr_lj' E_F_f_l_chage Insettion  Format  Outls  Dornées  Fepdtre 7 Tapez une queskion * & X
@\anglt m‘ | Fenétre e !
M17 - ~
PSS = N N[ O T S ) O T = =T =
Demande d'analyse MALDI, in gel digest =1
Date : 15012010
- — A compléter et a envoyer par mail au service
Prénom Geraldine | | | |
Eauipe B Onglet MS : remplir les noms d’échantillons
Unité IBMP . .
S Onglet Theorical digest :
Echantillons | A +
Nam | Précizez dans le tableau M3 le nom des échantillons et MWW/PI expérimentaux COIIer votre Sequence tag
_ [Pheto du el
Format de 'échantillon r o —
| |gel 1D SDS PAGE |
| |gel2D -
| [gellD natif =
| |autre o

Methade de calaration

| [bleu colloidal
| |bleu R250

| |argent

| [sypro ruby

| |autre

Type d'analyse (vair descriptif dans 'anglet facturation)
"haut déhit”
Identification & partir de bande 1D et 2D trypsine
Cantréle de protéine recombinante Trypsine
Caontrdle de protéine recombinante autre enzyme
Asphl
GluC
LysC

"bas débit"
Recherche de site de clivage
PTh
autre : ; S
\Etude de faisabilité préalajfe + échantill

Identification :
Séguence
| |:|F'_récisez Hul
Mon séquencé

Dorganis C Z
W 4 b ]\Descriptif { Facturation JEEW, Theorical digest /

Prét

e e S i S e e L e A b e e e e e R e e e e et et et e et e o B Pt = = TR =Y T S
Gl ey STy R G = ey s el e ) s SRy fa =~ R N ) o e s R p R - S A i R ) | RS TR NG e

hiez toute infefmation utile pour défricher 'analyse

S visibles bleu ind\spenSaEie.

Arabidopsis

8




EE— Résultats par mail — > Délai d'attente : 1-2 semaines

Tableau de résultats

A RESULTATS MALDI

Mom Experimental

Echantillon R

FC1-1 % % 3 FC1{FERROCHELATASE 1); ferrochelataze [Arahidopsis thaliana] |52228/5.6 30690097 304 11 20
FC2 % % 4 FC2 (FERROCHELATASE &; ferrochelatase [Arabidopsis thaliana] |5681115.21 | 15227742 a68 18 40
FC2degrad 7 % % 2 ferrochelatase [Arabidopsis thaliana) AETO935.34 2623990 294 11 15
FC1-2 % % 3 A0s Subunit OF A Pre-Translocational E. Coli Rihosome 20144/9.459 | 1166674 230 22 L}
FC1-2 % X 3 Structure-Function In E. Coli Iron Superoxide Dismutase 2117915.58 FarT14 234 21 51
ContFC1-2 % % 3 Elongation Factor From E.Caoli 4329605 3 514249 384 10 43
ContFC1-2 % % ] Ef-Tu-Mggdp 4329615 11514797 486 10 43

Aremplir par l'utilisateur

Validation des résultats selon criteres mascot
Impressions ou pdf des pages mascot

MATRIX
Code de validation du service foticnces Mascot Search Results

Protei MATRIX}
o H L H H e plres
[ ] |dent|f|cat|0n : Quahte pub“cauon {.SLIE;VLE Mascot Seal'ch Results
0 . . L, . . Hartch
Identification probable, non qualité publication FCL U Protein View
o
Homing MAtch to: gil30690097 Score: 344 Expect: 3.9e-028
Mcpr g FO1 (Ferrochelatase 1); ferrochelatase [Arabidopsis thaliana]
. Found in search of DATA.TET
nform
Tasong NOwinal msss (M) : 52228: Calculated pl value: 5.60
Links WCBI BLAST search of gi|30690037 against nr
11793 Unformatted gsequence string for pasting into other applications
gil117
Taxonomy: Arshidopsis thaliana
gi|510 Arabldopals thallana
Links to retrieve other entries containing this sequence from NCEI Entrez:
gi|511
|z5g 1179328715 from Arabidopsis thaliana
110 9111170237 from Arabidopsis thaliana
gi]|5107825 from Arshidopsis thalians
Fixeq - Q11511081 from Arohidopsis thalians
Varisp 9112597828 from Arsbidopsis thaliana
Clemve 91110741028 from Arabidopsis thaliana
Sequen
Fixed modificavions: Carbamidomechyl (C)
Matche Varisble modifications: Oxidation (M)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
1 Sequence Coverage: 26%
51
101 Hatched peptides shown in Bold Red
H . Alai ’ . H 151
Factura“()n . > De|aIS d attente : 4 mois Sl 1 MQATALSSGF NPLTKRKDHR FPRSCSQRNS LSLIQCDIKE RSFGESMTIT
251 51 NRGLSFKTNV FEQARSVTGD CSYDETSAKA REHVVAEDKI GVLLLNLGGP
gl 101 ETLNDVQPFL YNLFADPDII RLPRPFQFLQ GTIAKFISVY RAPKSKEGYA
—— 151 AIGGGSPLRK ITDEQADAIK MSLQAKHIAA HVYVGMRYWY PFTEEAVQOI
o 201 KKDKITRLVV LPLYPQYSIS TTGSSIRVL(Q DLFREDPYLA GVPVATIKSW
451 251 YQRRGYVHSM ADLIEKELOT FSDPKEVMIF FSAHGVEVST VENAGDPYOE
5 301 QMEECIDLIN EELKARGVLN DHKLAYTQSRV GFVQULEFYT DEVLVDLGKS
> Plateforme Protéomicue 351 GVESLLAVPV SFVSEHIETL EEIDMEYREL ALESGVENWG RVPALGLTPS
de |Esplanade S 401 FITDLADAVI ESLPSAEANS NPNAVWDSED SESSDAFSYI VENFFGSILL
. 451 FVLLLSPKMF HAFRNL
1BMP

GHGM I Show predicted peptides also 1|




Facturation

PRESTATIONS IB:::&;‘::;P’ Extérieurs publics prezra‘::’ms Quantité Total

Analyse MaALDI haut débit_1-16 echartilons 20000 2500 A
Analyze MALDI haut debit_17-32 echantillons 15.00 20.00 A1
Analyze MALDI haut débit_=32 echartilons 10.00 15.00 A2
Contréle qualité Trypsine 2500 a0.00 Bl
Contrdle gualté autre enzyme S0.00 6000 B2
Analyse ES|IQ TOF, conditions densturantes 50,00 E0.00 E
Decoupage automatize des spots non facture 1E e gpot ]
Equipement [EF (session 1-2 jours) fom 10.00 € "
Equipement IEF (zession 1-2 jours) 17cm 15.00 € 12
Equipement Electrophorése grand gel (17 om) (session 1-2 10000 € 13
Gelz 505 PAGE 4-12 % tampon MES Scm 20.00 € 1
Coloration bleu colloidal Fom 500 £ |
Coloration bleu collgidal 17cm 10000 € c2
Coloration &rgent Tom .00 € e
Caoloration Argent 17cm 10.00 £ 4
Reactif DIGE : 400 pmol Cy3, Cy5, Cy2 75.00 €

Reactif proG dismaond : 100 ml 40.00 £

Onglet facturation du fichier analyses MALDI 2010

¥ M\ Descriptif ' Facturation JEER. Theorical digest /

Plateforme Protéomique

de [Esplanade

<




Seuils de sensibilité : electrophorése-MALDI (in gel digest)

Quantité

pour une
Quantité de protéine de
protéines 50 kda R250 G250 Silver fluorescence Immunodetection Spectrométrie de masse
1mg 20 nmol
100ug
10ug
1ug 20 pmol
100ng
10ng
1ng 20 fmol

MSMS
100pg MS
10pg
1pg 20 amol
100 fg 2 amol
10 fg
1 fg
Plateforme Protsomicpe

®  delEsplanade



